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(54) Procede de production d'acides gras. en particulier d'acide y-linoleique a partir de tetrahymena, produits obtenus et 
preparation medtcamenteuse on alimentaire contenant de I'acide y-linolenique ou ses derives en tant qu'agent anti- 
agregatron plaquottatre. y 

(57) Procede de production d'acides gras caracterise' en ce 
qu'il comporte au moins les etapes de : 

— production des protozoaires cities Tetrahymena dans un 
milieu nutritif adequat et 

— 1'extraction des acides gras totaux de Tetrahymena. 
^invention porte aussi sur les acides gras totaux ainsi 

obtenus. ainsi que sur I'acide y-linolenique ou I'acide dihomo-y- 
linolenique et leurs derives ainsi q^e sur des preparations 
mcdicamenteuses ou alimentaires en contenant. a titre d'agent 
dantiagregation plaquettaire ou antithrombotique. 
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PROCEDE DE PRODUCTS n^nm.. „ rns< ^ pARTTr 
D ' ACIDE •y-LINOLENIQUE A PAKTTP n P n™...^^ p R0DUITS 
OBTENUS ET PREPARATION M KDICAMENTKI1RR' 0U ~ ALIMENTATP P 
COVENANT DE L ' APTDP T x 10l£nique n „ r ^ ^ 

TA NT QU ' AGENT ANTI-AGREG ATION PLAOUF.TTATPp 
La presente invention repose sur une etude appro- 
fondie de la biochimie et du metabolisme des postaglan- 
dmes chez lea vertebres superieurs-dont I'Homme-qui a 
conduit a admettre la possibility du caractere non phy- 
sxologiques des prostaglandines . Celles-ci semblent 
n'avoir aucun r3le specifique; elles agiraient principa- 
lement par un mimetisme inutile des hormones protidiques 
ot certaines d'entre elles sont meme dangereuses pour 
l'organisme, notamment la plupart de celles issues de 
l'acide arachidonique, dont surtout les endoperoxydes 
PGG 2 et PGH 2 et la thromboxane TxA 2 , un de leurs metabo- 
lites, responsable d'une agregation plaquettaire irre- 
versible. 

Or. les prostaglandines ont des precurseurs es- 
sentiellement alimentaires et done fortuits. On peut, en 
principe, regler leur presence qualitative et quantita- 
tive dans l'organisme par la seule alimentation, L * ab- 
sence d'acide arachidonique dans 1 ' alimentation pourrait 
ainsi, theoriquement, empecher la presence des prosta- 
glandines dangereuses. et de leurs produits d'accom- 
pagnement. • 

Cependant, l'on observe que l'acide linoleique ou 
ci8-9,12-octadecadienol'que est lui-meme transform! par 
l'organisme en acide arachidonique. Or. quel que soit le 
regime alimentaire envisage, il est pratiquement impos- 
sible d in eliminer toute trace d'acide linoleique, qui 
est d'ailleurs un acide gras "essentiel" . 

Le but poursuivi par la presente invention est 
done de chercher un moyen de neutraliser les dangereux 
effets de l'acide arachidonique, dont un exces peut etre 
responsable d 'agregations plaquettaires irreversibles et 
done de tromboses vasculaires et d'infarctus. 
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Les experiences de WILLIS et coll. - Prostaglan- 
din vill. 509, 1974. avaient montre, chez iTlaTw"! 
tar et chez le lapin New Zealand (mais non chez 1 .Hom- 
me), qu'un regime exempt d'acide arachidonique et riche 
en acide dihomo-7-li no l en i que ou cis-8, 11 . 14-eicosatrie- 
nolque empeche 1'agregation plaquettaire. Malheureuse- 
ment. ce dernier acide gras est extremement rare dans la 
nature et sa synthase elle-meme est difficile et tres 
coGteuse (Samuelsson. dans L^id Metabolism, ev. Wakil 
10 S.J., Acad. Press. New York. London, p. 131, 1970). 

II est apparu que le but vise par 1" invention 
peut etre atteint par un procede caracterise en ce qu'il 
ccmporte au moins les etapes de culture en masse de protozo- 
als cxlxes Tetrahymena dans un milieu adequat et 1'ex- 
15 traction des acides gras totaux desdits Tetrahymena. Ces 
acxdes gras ne contiennent aucun individu toxique et 
peuvent etre facilement identifies et doses. 

Les acides gras de Tetrahymena sent, caracterises 
par leur richesse en acide 7-linolenique ou cis-6,9,12- 
20 pctadecatrienol-que qui constitue, selon les souches et 
les conditions de culture 20 a 45% en poids des acides 
gras totaux et par la presence, entre autres. des acides 
oleioue et cilienique qui constituent, respectivement et 
aelon les souches et les conditions de culture, 1 a 15% 
25 et 1 a 10% en poids des acides gras totaux. 

L'hydrolyse acide des cellules de Tetrahymena, 
suxv le d'une saponification, d'un elimination des 1'in- 
saponifiable et d'un acidification, permet d'obtenir une 
huile legerement jaunatre qualifiee de "huile de Tetra- 
30 hymena" dont les proprietes d "anti-agregation plaquet- 
taire ° nt et ^test4es et quantifies sur une ser-ie de 
Plasmas humains de sujets jeunes (de 25 a 35 ans) du 
sexe masculin. 

Les r6oult a ts ont montre que cette "huile de 
35 Tetrahymena" est ef fectivement un agent d ■ anti-agrega- 
tion plaquettaire tres actif. 

De meme, 1 ■ acide y -linolenique , seul, presente un 
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effet d'anti-agregation plaquettaire relativement moins 
puissant que celui du "I'huile de Tetrahymena" dont il 
constitue 1' element principal sur le plan quantatif. 

Le mecanisme de cet effet anti-agregant de I'aci- 
de r-iinolenique, n'a pas encore ete elucide. A titre 
d'hypothese, 1' acide 7 -linolenique agit en se transfor- 
mant instantanement en acide dihomo-t -linolenique, dont 
l'effet antiagregant est connu. Ou bien il intervient 
lui-meme directement dans les syntheses de protaglondi- 



nes . 



D'autre part, un certain effet de synergie est 
probablement obtenu par 1 - utilisation de 1' acide 
7 -linolenique avec d'autres acides gras contenus dans 
I'huile de Tetrahymena, vraisemblablement , 1' acide 
oleique et/ou cilienique. 

Ceci expliquerait l'effet anti-agregant plus 
puissant de I'huile de Tetrahymena. 

II reste a souligner que I'huile de Tetrahymena 
est inoffensive: cette huile peut constituer un aliment 
ou un additif alimentaire dont 1' action anti-agregante 
s'oppose ainsi a celle, toujours dangereuse a la longue, 
des anti-agregants "medicamenteux n , comme l'aspirine et 
les corticoi'des . 

Parmi les souches de Tetrahymena, dont on dispo- 
sait celle de T.rostrata a ete preferee du fait qu'elle 
presente, dans le milieu lait ecreme-levure ou extrait 
de levure utilise, la croissance la plus rapide . 

Selon 1» invention, la production de Tetrahymena 
s'effectue en fermenteur. 

Le milieu de culture : prefer e est constitue de 
lait ecreme" et de levure ou d'extrait de levure. 

Les conditions operatoires preferees pour une 
transposition a l'echelle industrielle sont : 

- pH = 5.5 d 7.0 

- Temperature : fixee ou variable entre 25 et 30°C, avec 
chute eventuelle a des temperatures plus basses au 
debut de la phase stationnaire de croissance. 
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- Concentration initiale en poudre de lait ecreme : l a 
3% (poids/volume) 

- Concentration initiale en levure : i £ 2f5% 
(Foids/volume) 

- Concentration initiale en extrait de levure : 0,5 a 1% 

- Debit d'air sterile : 1 volume/minute/volume de'milieu 

- Vitesses peripheriques des turbines variables selon la 
concentration en 0 2 dissous. Cette vitesse est 
augments si la concentration en 0 2 dissous devient 
inferieure a 40% de sa valeur a la saturation ( fixee en 
absence de Tetrahymena) . 

L" invention concerne done egalement les produits 
resultant du precede precite et des preparations medica- 
menteuses ou alimentaires , notamment A usage dietetique, 
contenant au moins de 1 • acide y -linolenique sous forme 
d'acide libre ou sous forme d'un derive notamment sous 
forme d'un ester, de preference sous forme d'un ester 
methylique. 

Lesdites preparations medicamenteuses ou alimen- 
taires peuvent contenir soit directement le produit 
d' extraction qualifie d'huile de Tetrahymena, soit un ou 
■ plusieurs des constituants de cette huile, a savoir au 
moins 1' acide 7 -linolenique ou un derive de celui-ci et 
eventuellement d'autres constituants exercant un effet 
25 antiagregation plaquettaire ou d'autres ef f ets . 

On entend par derive de 1 'acide 7-linolenique 
egalement 1' acide dihomo-7-linolenique et ses esters. 

L' integrality des differents acides gras peuvent 
etre utilises sous forme de derives, tela que des esters 
30 d'acides gras, en particulier les esters methyliques. 

La preparation des derives d'acides gras s'effec- 
tue par les procedes classiques de synthase organique 
et, dans le cas particulier de la formation d'un ester 
par les techniques classiques d ' esterif ication . 
35 Les preparations medicamenteuses ou alimentaires 

peuvent bien entendu contenir d'autres constituants, no- 
tamment des adjuvants utiles pour l'activite souhaitee 



20 
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tels que la vitamine E (acetate d ' a-tocopherol ) . 

Lorsque les preparations medicamenteuses selon 
1' invention sont presentees sous forme de compositions 
pharmaceutiques elles peuvent aussi contenir d'autres 
05 substances actives utilisables dans les compositions 
pharmaceutiques pour la pr6vention ou le traitement des 
affections resultant des phenomenes d'agregation pla- 
quettaire. 

Habituellement, elles contiennent egalement des 

10 additifs de formulation permettant de les administrer 
commod£ment. Ces additifs peuvent etre des supports ou 
des agents auxiliaires pharmaceutiques, solides ou li- 
quides, organiques ou inorganiques, appropries tels que 
l'eau, les solvants organiques de type paraf f inique , la 

15 gelatine, le lactose, 1'amidon, le stearate de magne- 
sium, le talc, des graisses et huiles veg6tales et ani- 
males adequates, la gomme, les polyalkyleneglycols ou 
des liants et autres agents habituels. 

Les compositions pharmaceutiques selon 1 ' inven- 

20 tion contiennent en general au moins 30% en poids d'aci- 
de 7 -linolenique ou l 1 equivalent de ses derives et even- 
tuellement des substances adjuvantes. 

Parmi les modes d 1 administration pouvant conve- 
nir, 1 1 administration par voie orale, est preferee. 

25 Du fait que les acides gras utilises, constituent 

des aliments, il n'existe pas, en dehors de considera- 
tions dietetiques, de doses maximales. Dans les propor- 
tions habituelles d'un regime alimentaire, on n' observe 
pas de toxicite. 

30 Dans une therapie faisant appel a un traitement 

continu, les g6lules ou capsules peuvents etre la forme 
appropriee de preparation pharmaceutique en raison des 
effets de longue duree ou d'effet retard obtenus lorsque 
le medicament est administre par voie orale. 

35 Les dites compositions pharmaceutiques selon 

1' invention peuvent etre administrees en medecine humai- 
ne par voie orale en unites de dosage contenant plus de 
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20% en poids d'acide 7 -linolenique ou 1 Equivalent de 
ses derives, avec un support non toxique acceptable en 
pharmacie . 

Par "unite de dosage", on entend une dose unitai- 
re qui peut Stre administree a un patient et peut faci- 
lement etre manipulee et conditionnee , en restant sous 
forme d'une dose unitaire physiquement stable, compre- 
nant 1' ingredient actif soit seule, soit en melange avec 
des diluants ou supports pharmaceutiques solides ou li- 
10 quides. 

Sous la forme d' unites de dosage, les composi- 
tions pharmaceutiques selon 1' invention peuvent etre ad- 
ministrees une a plusieurs fois par jour, a intervalles 
appropries, mais tou jours selon l'etat du patient et en 
15 fonction des prescriptions du mldecin. La dose journa- 
lise appropriee des compositions selon 1' invention va- 
rie en general de 20 mg A 150 mg par kg de poids corpo- 
rel . 

A titre d' illustration sans caractere limitatif, 
20 1' invention sera decrite plus en detail a l'aide des 
exemples qui suivent. 

Exemple 1 : Production d'acides gras au depart de 
Tetrahymena . 

- Souche : La souche de Tetrahymena rostrata a ete four- 
25 nie par Mme Fryd-Versavel (Universite de Paris XI, 

Orsay, France) . 

- Milieu de 'culture s Compose (poids/volume) de 0,5% 
d'extrait de levure (Difco) et de 1% de lait ecr6me en 
poudre (R4gilait) dans de l'eau. L ' addition d'un sup- 

30 Pl4ment de lait (fed batch) est effectuee s'il y a lieu, 
a partir d'une boite st6rile de lait ecreme en poudre. 

A. Description et principes de fonctionnement des 
fermenteurs : 

On dispose de fermenteurs (Biolafitte de 20 et de 
35 100 litres en acier inoxydable dont les caracteristiques 
dimensionnelles sont les suivants : ■ 

- fermenteur de 20 litres : fond plat ; cuve 22 
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cm de diametre et de 55 cm de hauteur ; quatre chicanes 
( contrepales) perpendiculaires de 49 cm de hauteur et de 
3,2 cm de largeur ; deux turbines a disque a 4 pales ra- 
diales : elevation du centre du disque de la premiere 
05 turbine par rapport au fond de la cuve 4,5 cm, hauteur 
separant les deux turbines 11 cm, largeur des pales 2 
cm, longueur des pales 2 cm, diametre des disques 5,9 
cm, diametre des turbines 8 cm ; 

- fermenteur de 100 litres : fond plat ; cuve de 
10 43 cm de diametre et de 78 cm de hauteur ; deux chicanes 

perpendiculaires de 58,5 cm de longueur et de 5,8 cm de 
largeur ; deux turbines a disque a 4 pales radiales : 
elevation du centre du disque de la premiere turbine par 
rapport au fond de la v cuve 4,2 cm, hauteur separant les 

15 deux turbines 17 cm, largeur des pales 2,5 cm, longueur 
des pales 3,5 cm, diametre des disques 8,9 cm, diametre 
des turbines 12,9 cm ; 

La partie active des filtres d'air est une car- 
touche en acier inoxydable fritte d'une 6paisseur de 2 

20 mm. L'air sterile est introduit a la base des fermen- 
teurs par 1 ' intermediaire d'un sparger rotatif solidaire 
de l'arbre d'agitation (figure 32). Les fermenteurs sont 
munis de systemes automatiques de regulation, d'enregis- 
trement et d'affichage digital du pH, de la temperature 

25 et de la vitesse d'agitation (en fonction de la concen- 
tration en O2 dissous) . Un ordinateur (Hewlett-Packard 
9826 ; imprimante : Hewlett-Packard 2671G ; Interface ; 
Hewlett-Packard 6942A Multiprogramme ) permet aussi la 
regulation, 1 1 enregistrement et l'affichage de ces dif- 

30 y ;erents parametres. 

- La mesure du pH se fait par un pH-metre 
(Tacussel) relie a une sonde sterilisable (Ingold) pres- 
surisee a l'air comprint. Des tampons, a pH 4 et 7 , ser- 
vent a l'etonnage. Pour le reglage du pH, a la valeur 

35 desiree, des solutions de H2SO42N reliee aux fermenteurs 
par 1 : intermediaire de pompes per istaltiques a vitesse 
variable . 
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- l'C>2 dissous est mesure par 1 ' intermediaire 
d'une sonde galvanique sterilisable (Biolafitte, modele 
G2L). L'02 dissous est exprime en pour cent : le 100% 
correspond a un milieu sature en O2 en 1' absence du 

05 Tetrahymena . 

- La mesure de la temperature se fait par une 
sonde en platine (Biolafitte) . La regulation de la tem- 
perature est assuree par une circulation d'eau thermo- 
statee dans un echangeur forme par un tube aplati en 

10 acier inoxydable immerge dans le milieu de culture, 

Un recipient de liquide anti-mousse (toitifoam 
Emulsion, Sigma n* A. 5758) est relie au fermenteur de 
100 litres par 1 ' intermediaire d'une pompe peristaltique 
qui se met en fonctionnement des que la mousse entre en 

15 contact avec un electrode reglable en hauteur. Pour ..e 
fermenteur de 20 litres, le liquide anti-mousse est 
ajoute mecaniquement . D'autre part, un appareil (Funda), 
fixe sur la platine superieure du fermenteur de 20 
litres, assure le pompage et la cassure des mousses 

20 grace a ses disques tournants. 

B. Sterilisation : La sterilisation des fermen- 
teurs contenant les milieux de culture est effectuee a 
110-115°C pendant 30 minutes sous agitation. La sterili- 
sation se fait' a la vapeur, d'une facon indirecte jus- 

25 qu'a 100°C, puis au-dela t avec une legere admission de 
vapeur par le diffuseur d'air pour compenser 1 1 evapora- 
tion et steriliser le dispositif d'etancheite de l'arbre 
d 1 agitation et le circuit d'arrivee d'air sterile, Tou- 
tes les canalisations de raccordement sont sterilisees 

30 en laissant fuser la vapeur par les purgeurs. La vapeur 
est introduite directement a contre-courant dans les 
filtres a. air; 

Pour les cultures en Erlenmeyer, les milieux sont 
sterilises par autoclavage a 110-115°C pendant 30 minu- 

35 tes. 

La solution aqueuse d'H2S042n (voir plus loin) 
contenue dans un Erlenmeyer est sterilise par autoclava- 
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ge a 120-125 # C pendant 20 minutes. 

C. Cultures en Erlenmeyer ; ces cultures sont ef- 
fectuees a 28 ± 1°C dans le milieu base ; le volume oc- 
cupe par le milieu etant inferieur a 15% du volume total 
05 de 1 ' etalonnage . 

E. Extraction des acides gras et analyse par GLC: 
Un culot sec de Tetrahymena est soumis a une hydrolyse 
acide puis £ une saponification en milieu hydroalccoll- 
que. On extrait les insaponif iables , on acidifie et on 
10 extrait les acides gras libres. 

Un echantillon de ceux-ci est methyle *vec une 
solution de BF3 a 20% (poids /volume) dans le methanol. 

Les esters methyliques sont analyses par chroma- 
tographic en phase gazeuse avec, comme standard interne 
15 le nonadecanoate de methyle et des melanges etalons et 
avec une colonne de polyethylene glycol succinate. 

C. - cultures en fermenteurs : des cultures en 
Erlenmeyer en phase logarithmique de croissance dans le 
milieu de base sont utilisees pour 1 1 inoculation . Leur 
20 volume est de 5% a 10% du volume total du milieu dans le 
fermenteur et la population initiale est de 5-10 x 10 3 
cellules/ml. Pour toutes les cultures en fermenteur, on 
a gardg . un debit d'air sterile constant et egal a 1 
volume/minute/volume de milieu de culture et une tempe- 
25 rature de 28 ± 0,2°C. 

On a effectue les cultures dans les conditions 
d* agitation suivantes : la vitesse peripherique des tur- 
bines possede, pour chaque fermenteur, une valeur mini- 
mum qui s'eleve a 0.94 metre/ seconde pour le fermenteur 
30 de 20 litres et a 1.69 metres/secone pour le fermenteur 
de 100 litres. Lors des cultures, la vitesse , est reglee 
de telle sorte qu'elle garde se valeur minimum jusqu'a 
ce que la concentration en 0 2 dissous devient inferieure 
a 40%. Dans ce cas, elle augmente proportionnellement a 

35 Vecart. 

D. Temps de generation et poids sec : 

- La densite cellulaire est suivie par numeration 
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electronique a l'aide d * un coulter counter modele Z2 
(orifice de I'electrode 200 m) apres fixation a l'alde- 
hyde glutarique et le temps de generation est determine 
par regression lineaire. 

05 - Le poids sec en Tetrahymena est mesure apres 

centrifugation a 800 g et a 2°C pendant 10 minutes d'un 
volume determine du milieu de culture suivie d'une lyo- 
philisation du culot humide. Ces mesures du poids sec 
sont effectuees au debut de la phase stationnaire de 

10 croissance. 

Exemple de culture effectuee et resultats obte- 

nus. 

Fermenteur de 20 litres 

- volume utilise : 15 litres 
15 - pH initial =5.5 

on le laisse evoluer librement lors de la culture sans 
qu'il depasse la valeur 7.0 * 0.1. 

- deux ajouts de poudre de lait ecreme de 1% (p/v) 
chacun . 

20 Le pH de depart est fixe a environ 5,5 par du H2SO4, il 
diminue d'abord legerement probablement par suite de 
1' augmentation de la concentration en C0 2 au debut de la 
croissance puis augmente rapidement pour atteindre la 
valeur 7 ou il sera fixe par le pompage automatique 

25 d'H2S042N. 

Le temps moyenne de generation en minutes pour 

onze essais (n-ll;<?=7) est 118. 

L'ordre de grandeur de la densite cellulaire en 
phase stationnaire (cellules par/ml) est de 6,9 
30 (n=ll; o-0, 24) . Le rendement par rapport au lactose en 
considerant que le poudre de lait contient 50% de lac- 
tose est de 40,1%. 

L'analyse des acides gras figure au Tableau 1. 

Exemple 2 : Action des acides gras de Tetrahymena 
35 sur I'agregation plaquettaire in vitro. 
Le principe de la methode de mesure - 

L 1 exploration de I'agregation plaquettaire a ete effec- 
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tuee par une methode photometrique. Elle consiste a 
ajouter, a du plasma enrichi en plaquettes , un inducteur 
d'agregation dont les plus communs sont I'ADP, l'adrena- 
line (ou epinephrine) et le collagene. Lorsqu'un agent 
agregant est ajoute au plasme, la transmission optique 
augmente avec la formation des agregats plaquettaires et 
diminue lorsque survient la desagregation . Cette metho- 
de photometrique permet une observation qualitative et 
quantitative du phenomene d'agregation et permet da de- 
celer certaines anomalies plasmatiques ou plaquettaires 
qui se traduisent par une absence d'agregation (tfcrom- 
bopathies) ou par une hyperagregation ( thrombophilies) , 

Les deux vagues d'agregation (la reversible) et 
1 ' irreversible) peuvent etre suivies avec un appareil 
photometrique, 1 ' agregometre . Selon 1* agent agregant 
ajoute au plasma riche en plaquettes, l'une des deux 
phases peut manquer. Avec une preparation de collagene, 
par exemple, la premiere phase ou phase reversible est 
absente et la reponse est caracterisee par un temps de 
latence suivi directement de la phase d'agregation irre- 
versible. Avec l'ADP, les deux phases sont generalement 
presentes et la reponse a 1 1 agregometre est done bipha- 
sique. Mais, selon la concentration en ADP ou selon le 
donneur de sang, la premiere phase d'agregation peut ne 
pas etre suivie de la deuxieme. Enfin, les deux phases 
peuvent ne pas etre separees dans le temps et ne sont 
alors pas distinguees a 1 1 agregometre . L 1 incubation 
d'un plasma enrichi en plaquettes, avec un inhibiteur de 
l'une et/ou de 1' autre des deux phases d'agregation, mo- 
difie la reponse plaquettaire a 1' agent agregant : le 
fait est decele a 1 ' agregometre . Un anti-agregant inhi- 
bitant la deuxieme phase d'agregation, par example, at- 
tenue ou diminue, lors d'un test in vitro, la reponse au 
collagene et la deuxieme courbe de la reponse a l'ADP. 



• 
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Materiel et nethodes 
^ Agregometre : 1'agregation plaquettaire est sui- 
vie, a 25 ± 2°C, avec un appareil Born Aggregometer 
MK.III (du Pharmacological Research, Department of Phar- 
05 macology, Royal College of Surgeons, London - England) 
auquel est raccorde un enregistreur Perkin-Elmer Recor- 
der 56. un rayon lumineux monochromatique de 640 nm 
traverse une cuvette en verre silicone (10 x 75 mm) con- 
tenant 1 ml de plasme sanguin enrichi en plaquettes 
10 (PRP). un petit barreau magnetique, recouvert de poly- 
ethylene et effectuant 1150 tours/minute, assure 1 •agi- 
tation du plasma dans la cuvette. Le PRP represente le 
0% de transmission optique et un plasma pauvre en pla- 
quettes (PPP) represente le 100% de transmission, L'ad- 
15 dition d*un agent agregant ( ADP ou collagene) au PRP est 
suivie d'une variation de la transmission optique. Cet- 
te variation est enregistr6e pendant 6 minutes, confor- 
mement au mode operatoire classique. 

Donneurs de sang : Sept donneurs de sang du sexe 
20 masculin, ages de moins de 35 ans, a jeun depuis au 
moins 9 heures et sans aucun traitement medical. 

PRP et PPP : tous les ustensiles utilises sont en 
verre silicone ou en plastique. Le sang est preleve sur 
citrate : 1 volume de citrate a 3,8% (poids/volume ) dans 
25 de l'eau distillee pour 9 volumes de sang. 

Le PRP est obtenu par centrifugation du sang a 300 g 
pendant 9 minutes. Les plaquettes du surnageant sont 
comptees a l'aide d'un coulter counter (modele ZF, ori- 
fice de 1" electrode 70 microns) et si le nombre est su- 
30 perieur a 300.000 plaquettes/mn^ il est ajuste a cette 
valeur par dilution avec du PPP. 

Le PPP est obtenu par centrifugation du sang a 2000 g 
pendant 10 minutes. 

Les PRP et PPP sont conserves a la temperature du labo- 
35 ratoire durant 1 'analyse. 

Agents agregants : De 1 1 ADP (Boehringer) est di- 
lue avec un tampon Michaelis (Stago, pH = 7,3) jusqu'a 
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une concentration de 5 Mg/ml. 

Du collagene (Stago) est dilue avec le tampon 
Michaelis jusqu'a une concentration de 400 ^g/ml. On 
incube au bain-marie a 37 °C pendant 10 minutes pour 
05 polymeriser le collagene. 

Les solutions d 1 ADP et de collagene sont conser*- 
vees dans la glace fondante pendant 1' analyse. 

Produits testes : les produits sont dissous dans 
le benzene (Merck, pour analyse) et conserves sous azote 
10 jusqu'a utilisation; 

- 7-linolenate de methyle ou 18:3 A6 f 9 # 12 (sigma, 

n* = 5377) 

- melanges de 7-linolenate de methyle et d' aceta- 
te de methyle et d' acetate d'a -tocopherol ( Roc&e-vitami- 

15 ne E) . 

- melange d'acides gras de Tetrahymena rostrata 
dont la composition est donnee a l'exemple 1, tableau 1 
(pH<7.0 ± 0.1) . 

- Les tests d'agregation plaquettaire sont effec- 
20 tues dans les quatre heures qui suivent le prelevement 

du sang. 

Pour un test a blanc, om procede comme suit : 

- 1 ml de PPP = 100% de transmission optique 

- 1 ml de PRP = 0% de transmission optique 

25 - addition au PRP de 50 (tl.de la solution d 1 ADP (^>0,25 
M g d'ADP/ml de PRP) ou de 100 Ml de la solution de col- 
lagene (-» 40 M g de collagene/ml de PRP) et on enregistre 
la reponse pendant 6 minutes. 

Pour chaque agent agregant, ce test est repete a 
30 intervalles reguliers (2 a 4 fois) durant l'analyse. 

Les tests de 1' action d'un produit sur l'agrega- 

tion. 

Le meme procede est utilise, mais, dans ce cas, le ml de 
PRP est prealablement incube, pendant 30 minutes et sous 
35 agitation, avec la quantite desiree du produit a tester. 
Le benzene dans lequel etait dissous le produit, est 
soigneusement elimine de la cuvette et avant incubation, 
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par un flux d* azote. Pour chaque donneur de sang, un 
test est effectue, au prealable, avec le residj de 
1 'evaporation a sec de 1 ml de benzene ; les reponses 
obtenues sont analogues a celles obtenues avec les tests 
a blanc. 

Expressions des resultats : 

- Les resultats de l'agregation au collagene sont 
exprimes par l'agregation a 6 minutes de la vague 
d'agregation unique B obtenue; 

Les tests a blanc, avec 0,25 ^g d'ADP/ml, ont 
presente, pour tous les donneurs, a 1* exception du don- 
neur 2, les deux vagues d'agregation : la reversible A 
et 1* irreversible B. Les resultats seront exprimes par 
l'agregation maximum de la premiere vague A et par 
l'agregation a 6 minutes de la deuxieme vague B. Pour le 
donneur 2, les deux vagues ne sont pas separees dans le 
temps et les resultats ont ete exprimes par l'intensite 
de l'agregation a 6 minutes, 

Dans tous les cas, l'agregation en premiere ou en 
deuxieme phase, exprimee en %, represente la difference 
de transmission optique entre le PRP (0%) et respective- 
ment le point, le plus eleve de la vague A et le point 
atteint a la 6eme minute pour la vague B. 

- R6ponse3 normales et % d 1 inhibition de l'agre- 
gation 

On entend par "reponses normales", les resultats 
enregistres e'n presence d 1 un agregant, mais en l'absence 
de la substance a tester. Pour chaque agent agregant, 
les tests M a blanc", effectues a intervalles reguliers 
durant l'analyse, nous permettent de calculer la r4ponse 
"normale" de chaque donneur de sang . 

L'agregation obtenue avec le meme agent agregant, 
mais en presence de l'un des produits testes, est com- 
paree a celle de la reponse normale. 

L'exemple suivant illustre notre methode de cal- 
cul : pour le premier donneur du sang, deux tests "a 
blanc" avec 40 ^g de collagene/ml de PRP ont fourni des 
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aggregations a 6 minutes, respectivement de 81,7% 
(fig. 44) et de 71,7% (fig. 47). La "reponse normale" au 
collagene est caracterisee par une agregation de 76,7% 
(moyenne x des deux resultats) avec un ecart-type o de 
05 o x 100 
7,1% ce qui correspond, d'apres l*6quitation E= ,a 

x 

7,1 x 100 

E= . = 9,2% 

10 76.7 

Pour le meme donneur de sang et avec 1 mg d'acide 
oleique/ml de PRP, on obtient, et pour la meme concen- 
tration en agent agregant, une agregation de 33,7%. Le % 
15 d 1 inhibition de 1* agregation au collagene est done de : 



20 



30 



(76,7 - 33,7) x 100 

= 56,1% 

76,7 



Cette valeur est superieure a E et est done 
significative. 

Resultats et, discussions 

Le tableau 2 fournit, pour chaque donneur de 
sang, la concentration des plaquettes dans le PRP et les 
"reponses normales" (avec les valeurs de E) au collagene 
(40Mg/ml) et a I'ADP ( 0, 25 Rg/ml ) . 

Chacun des tableaux suivants donne, par produit 
teste, et sur la base des figures precedentes, les % 
d 1 inhibition des agregations induites respectivement par 
le collagene et par l^DP. 

Notons que ceux-ci varient souvent consid£rable- 
ment, pour le meme produit et pour la meme concentra- 
tion, d'un PRP a un autre. 
35 1) 7-linolenate de methyle (tableau 3) 

II a ete constate que le y — linolenate de methyle 
est un inhibiteur de Vagregation plaquettaire et inhibe 
preferentiellement la deuxieme vague d' agregation a 
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l'ADP ou 1p vague d'agregation unique 3 au collagene. 

- Avec une concentration de 1 mg/ml, 1* inhibition 
de l'agregation au collagene est variable d ' un sujet a 
un autre. Mais, a cette concentration 1 1 inhibition est 

05 significative (et assez importante) chez quatre PRP (des 
cinq testes). L 1 inhibition moyenne (sur les cinq) est 
d' environ 42%. 

Pour la meme concentration, l 1 inhibition de la 
deuxieme vague d'agregation a I'ADP est presente chez 

10 quatre PRP (sur les cinq testes) et la moyenne se situe 
a environ 55%. L' inhibition de la premiere vague 
d'agregation est presente, mais faiblement, cher. deux 
PRP, et est non significative chez les deux autres. 
Elle n'a pas pu etre mesuree chez le cinquiei.:e (donneur 

15 2). La moyenne (chez quatre PRP ) est tres peu ' signifi- 
cative et se situe a environ 10%. 

- Pour une concentration de 6 mg/ml, 1 ' inhibition 
de l'agregation au collagene se situe, en moyenne, a en- 
viron 52% et seule l'agregation d'un PRP sur quatre n'a 

20 pas ete inhibee d'une maniere significative. 

A cette meme concentration, les tests d'agrega- 
tion a l'ADP montrent que la deuxieme vague d'agregation 
est inhibee, en moyenne (pour les deux PRP testes) d' en- 
viron 65% et la premiere vague est inhibee d' environ 

25 29%. 

On constate que 1' inhibition de la vague B ne va- 
rie pas d'urle maniere significative en augmentant la 
concentration de 1 a 6 mg/ml et que , meme a ces concen- 
trations elevees, 1" inhibition n'est pas totale. Four 

.30 expliquer '"els' :effets, I'hypothese suivante peut etre 
avancee : le 7-linolenate n'est, en lui-meme, ni un 
substrat de la cyclooxygenase, ni un inhibiteur de 
celle-ci ; son action antiagregante serait due a 1 'aug- 
mentation, dans les plaquettes sanguines, de la propor- 

35 tion d'acide dihomo- 7 -linolenique ( ant iagregant ) par 
rapport a 1 ' arachidonique (agregantO, deux acides dont 
il est le precurseur biologique . Sur la base de cette 
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hypothese, on peut supposer que la biosynthese du 
dihomo-7 -linolenique (a pcirtir du 7 -linolenique) est 
plus rapide que sa transformation en arachidonique et 
qu'un equilibre (dynamique), caracterise par une augmen- 
05 tation du rapport des concentrations dihomo-7 -linoleni- 
que / arachidonique, s'installe dans .les plaquet- 
tes. 

La concentration en acide 7 -linolenique et le 
temps necessaires pour atteindre cet equilibre varient 

10 d'un sujet a 1' autre. II est possible que cette concen- 
tration puisse etre inferieure a 1 mg/ml, ce qui expli- 
querait les reponses analogues observees avec les con- 
centrations de 1 et de 6 mg/ml. De meme, 1* equilibre en 
question, qui suppose une reduction importante de la 

15 quantite d'acide arachidonique presente dans les pla- 
quettes, n'elimine toutefois pas completement cet aci- 
de. Ceci empecherait une inhibition totale de l'agrega- 
tion. 

Selon les resultats obtenus et le mode d* action 
20 propose, on peut conclure que 1 1 introduction , dans la 
nourriture, d'une source riche en acide 7 -linolenique , 
ou 1' acide lui meme, doit prevenir les maladies thrombo- 
tiques en augmentant la proportion du dihomo^y -linoleni- 
que par rapport a 1 ' arachidonique et en reduisant ainsi 
25 la phase d'agregation ireversible des plaquettes face 
aux differents agents agregants. 

2) Melanges de 7-linolenate et d 1 acetate 
d 'a -tocopherol (tableau 4) 

En melangeant, dans la nourriture, une source 
30 riche en acide 7 -linolenique (ou l 1 acide 7 -linolenique 
lui-meme) avec de la vitamine E, le pouvoir antiagregant 
de cette source est augmente. La vitamine E a aussi, 
dans le melange, un autre r6le : empecher comme antioxy- 
dant, la degradation des acides insatures dont, surtout, 
35 le 7 -linolenique . 

3) Acides gras totaux de Tetrahymena (tableau 5) 
Ce melange d'acides gras est, parmi toutes les 
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substances testees, 1 • antiagregant le plus puissant. 

- Pour le test au collagene, 1' inhibition de 
1' aggregation demeure significative a une concentration 
de 57 txg/ml ou elle atteint une moyenne d' environ 23%, 
A cette concentration seuls deux PRP (sur les cinq tes- 
tes) n'ont pas pr^sente une influence significative, 
tandis que 1' inhibition de l'agregation d 1 un PRP (don- 
neur 6, figure 59) atteignait environ 67%. En doublant 
cette concentration, on a, a peu pres, double 1' inhibi- 
tion : celle-ci atteignait en moyenne et pour les cinq 
PRP testes, environ 41%. A une concentration de 230 
/*g/ml, 1' inhibition a atteint une moyenne de 54%, mais 
pour deux PRP (donneurs 5 et 6), elle etait superieure a 
80% (voir les figures) a des concentrations superieures 
15 a 575 pg/ml, 1 ' inhibition est, en moyenne, superieure a 
70%. 

- Pour le test a 1'ADP, 1' inhibition de la pre- 
miere vague de l'agregation n'est, en moyenne, signifi- 
cative qu'a partir des concentrations superieures a 230 
20 /ig/ml ou elle atteint environ 15%. L' inhibition de la 
deuxieme vague d'agregation k l'ADP atteint environ 30% 
a 57,5 fig/ml, environ 50% a 115 p g/ml et devient supe- 
rieure a 70% a partir de 575 /xg/ml. 

On constate que 1* inhibition affecte principale- 
ment la vague B (irreversible) et qu'il faut depasser 
une concentration en acides gras superieure a 230 jig/ml 
pour deceler une inhibitation significative de la pre- 
miere vague d'agregation. 

Le melange d'acides gras de T. rostrata contient 
(en poids) environ 30% d'acide y -linolenique et environ 
10% d'acide oleique. Ces deux acides, pris separement, 
ne presentent que des inhibitions tres faibles compara- 
tivement au melange d' acides gras de Tetrahymena et la 
simple sommation de ces trois inhibitions par paires (en 
35 tenant compte, par exemple, des teneurs respectives et 
des resultats des tableaux 2 et 3) ne peut, en tout cas, 
pas expliquer le puissant pouvoir antiagregant du melan- 
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ge. Pour tenter d'expliquer ce pouvoir, plusieurs hypo- 
theses peuvent etre avancees : 

1. Une "synergie" existe entre 1' action du 
7-linolenique et celle de I'oleique et/ou du cilienique. 

2. La presence de I'acide cilienique (± 7% du 
poids des acides gras totaux) dont 1' action n'est pas 
connue . > 

3. Action d'autres acides (ou de melanges d* aci- 
des) presents dans ce melange (voir tableau 1; pH <±7,0 
± 0,1). 

De ces hypotheses, la premiere parait la plus 
plausible. 

On sait que I'acide oleique est un inhibiteur de 
la cyclooxygenase : il se fixe sur 1' enzyme sans pour 
autant etre un substrat de celui-ci. Les acides 
dihomo-7-linolenique et arachidonique en sont, par con- 
tre, des substrats. En presence des trois acides, il y a 
competition. La concentration de chacun d'eux ainsi que 
les affinites respectives de 1' enzyme determinent 1'aci- 
de qui sera pref erentiellement fixe. On peut supposer 
que l'af finite de la cyclooxygenase pour le dihomo— y-li- 
nolenique est la plus, importante et que la competition, 
en presence des trois acides, se fait principalement 
entre 1 'arachidonique et l*oleique, Dans ce cas, l'effet 
antiagregant dG a 1 ' augmentation de I'acide dihomo-7-li- 
nolenique serait augmente d'un autre effet antiagregant: 
celui du a 1' inhibition par I'acide oleique de la 
fixation de I'acide arachidonique sur la cyclooxygenase. 

L 1 intervention eventuelle de I'acide cilienique 
aurait una explication identique ou analogue. 

L' inhibition de la premiere vague d'agregation a 
l'ADP-, observee pour des concentrations de melange supe- 
rieures a 230 /ig/ml, est probablement due, comme on l'a 
souligne pour le cas du y -linoleique , a une formation de 
PGEi avant 1' addition de 1 • agent agregant . 

Ainsi done, le melange des acides gras de Tetra- 
hymena constitue en lui-meme un puissant agent antiagre- 
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son pouvolr „«„,„., „ e loln< ceux 
1 agregatxon plaquettaire in vitro. 
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■±£Jk^?S u .Ji : Composition en acides gras des Tetreihymena 
par GLC (% en poids par rapport aux acides 
gras totaux) . Moyennes des resultats obtenus 
avec trois cultures (n = 3). 
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Acides gras 


T.rostrata 


Structure 




12:0 


3, 1% 


acide laurique 


a =0,9% 


14 : 0 


5,8% 


acide myristique 


o =1,4% 


16:0 


5,7% 


acide palmitique 


o =0,8% 


16: 1a^ 


6,3% 


acide palmitol£ique 


a =0,6% 


16: 2a 6 , 9 


6,1% 




a =0,4% 


16: 2A^ f " 


0,9% 




a =0,2% 


18:0 


3,8% 


acide st£arique 


a =0,5% 


18:1*9 


11,2% 


acide oleique 


a =0,8% 


18:2*6,11 


7,7% 


acide cilienique 


a =0,7% 


18:2*9,12 


11,6% 


acide linolenique 


a =0,7% 
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Suite du Tableau 1 : 





18:3*6,9,12 


29,8% 


05 


acide y -linol^nique 


a =1,8% 




20:1aH 


3,8% 






a =0,3% 
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Ta bleau 3 : Inhibition de l'agregation plaquettaire par 
le 7-linolenate de methyle (a) (b) (c) 





col lagene 


ADP 




05 


40 Ma/ml 


0, 25 pg/ml 




u a/ml 


% d' inhibition 


5 ci inniDiT. xon 


% 


d* inhibition 






de 


x ayi eya L x 1 1 


de 








la vague B 


lllu A X Ill Hill \JL C Xu 


la 


vague B 


10 


x 


(donneur ) 




(donneur ) 








( donnpur ^ 








6000 


86,0 (4) 


46,7 (4) 




89,4 (4) 






36,4 (5) 


11,6 (5) 




40,6 (5) 


15 




86,0 (6) 












9,1 (7) (x) 












M = 52,1 


M = 29,1 




M = 65,0 


20 


1000 


42,3 (1) 














-(2) 




42,5 (2) 






76,7 (4) 


24,7 (4) 




88,2 (4) 






24,5 (5) 


8,4 (5) (x) 




10,9 (5)(x) 






68,2 (6) 


7,3 (6) (x) 




75,2 (6) 


25 




10,0 (7) (x) 


15,4 (7) 




67,1 






M *= 42,3 


M « 10,0 




M = 54,6 



30 



35 



(x) % d' inhibition non signif icatif s 

(a) N.S. = valeurs non signif icatives sur la base des va- 

leurs de E du tableau 1. 

(b) M = moyenne des valeurs ( les valeurs non signif icati- 

ves sont considerees comme nulles) . M est non 
significative si elle est inferieure ou egale a 
la moyenne des E . 

(c) Pour le donneur 2, les deux vagues d'agregation a 
l'ADP ne sont pas separees dans le temps et on mesure 
seulernent 1 1 inhibition de l'agregation a 6 minutes- 
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Tableau 4 : Inhibition de l'agregation plaquettaire par. 

les melanges de 7-linolenate de methyle et 
d'acetate d 1 ^-tocopherol (a) (b) (c). 





collagene 


ADP 




40 ^g/ml 


0, 25 


Jig/ml 


Mg/ml 


% d' inhibition 


% d 1 inhibition 


% d' inhibition 




de la vague B 


de l'agrega- 


de la vague B 




(donneur ) 


tion maximum 


(donneur) 






de la premiere 








vague 








(donneur ) 




Acetate : 


84,3 (4) 


38,3 (4) 


83,9 (4) 


14.? 


85,0 (5) 


37,7 (5) 


73,3 (5) 


/ — jLinoxe— 








nate : 


M = 84,3 


M = 38 


M = 78,6 


1000 








Acetate : 


79,6 (1) 






71 






59,9 (2) 


7-linole- 


82,1 (5) 


36,3 (5) 


72,3 (5) 


nate : 


71,2 (6) 


15,4 (6) 


84,2 (6) 


1000 


9,1 (7)(x) 


43,3 (7) 


86,8 (7) 




M = 58,2 


M = 31,7 


M = 75,8 



(x) % d' inhibition non signif icatif s 
(a) (b) (c) : voir notes tableau 3. 
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Tableau 5 : Inhibition de l'agregation plaquettaire par 
les acides gras de T.rostrata (a) (b) (c). 





collagene 


ADP 






05 


40 ix g/ml 


0, 25 ^ g/ml 






M g/ml 


% d' inhibition 


% d* inhibition 


% 


d' inhibition 






de la vague B 


de l'agrfegation 


de 


la vague B 






(donneur ) 


maximum de la 


(donneur) 


10 






premiere vague 












(donneur ) 








2300 


92,5 (1) 


















93,3 (2) 


15 




86,7 (4) 


l fin ( A \ 




79,5 (4) 






M = 89,6 






M = 86,4 




1150 


81,1 (3) 


85,7 (3) 




100 (3) 






86,3 (4) 


40.4 (4) 




76,0 (4) 


20 




88,6 (5) 


75,8 (5) 




85.4 (5) 






89,8 (6) 


80,9 (6) 




83,8 (6) 






59,7 (7) 


43.3 (7) 




87,3 (7) 






M « 81,1 


M => 65,1 




M = 86,9 


25 


575 


69,7 (3) 


45,3 (3) 




84,3 (3) 






84,9 (4) 


43,3 (4) 




78,7 (4) 






91/0 (5) 


22,8 (5) 




47,9 (5) 






89,8 (6) 


30,5 (6) 




92,1 (6) 






28,6 (7) 


41,5 (7) 




67,5 (7) 


30 




M = 72,8 


M = 36,7 




M = 74,1 




230 


28,6 (3) 


11,4 (3) 




44,5 (3) 






55,9 (4) 


13.3 (4) 




81,7 (4) 






88,0 (5) 


6,9 (5)(x) 




10.1 (5) 


35 




84,5 (6) 


16,6 (6) 




86,3 (6) 






13,4 (7) 


35,4 (7) 




55,5 (7) 






M = 54,1 


M = 15,3 




M = 53,6 
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Siyite du Tableau 5 : 





115 


12,4 (3) 


- 


_ 






33,0 (4) 


U.2 (4) 


77,7 (4) 


05 




77,6 (5) 


6,0 (5)(x) 


3,2 (5)(x) 






83,7 (6) 


2,7 (6)(x) 


78,4 (6) 






-2,5 (7)(x) 


20,6 (7) 


44 "i ( 1 \ 

HH, J \ 1 J 






M = 41,3 


M = 7,9 (x) 


M = 50,1 


10 


57,5 


4.3 (3)(x) 


8,7 (3)(x) 


12,3 (3) 






15,2 (4) 


4,0 (4){x) 


49,0 (4) 






31,9 (5) 


2,8 (5)(x) 


0,2 (5)(x) 






67,4 (6) 


1.0 (6)(x) 


69,0 (6) 






-1.9 (7)(x) 


15,8 (7) 


21,9 (7) 


15 




M = 22,9 


M » 3,2 (x) 


M = 30,4 



(x) % d* inhibition non signif icatif s 
(a) (b) (c) : voir notes tableau 3. 
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REVENDI CAT IONS . 
Procede de production d'acides gras caracteri- 
se en ce qu'il comporte au moins les etapes de 

- culture en masse de protozoals cilies Tetrahymena 
05 dans un milieu nutritif adequat et 

- 1' extraction des acides gras totaux de Tetra- 

hymena . 

2. Procede selon la revendication 1 caracterise 
en ce qu'on utilise 1'espece T.rostrata de Tetrahymena . 
10 3 ' Procede selon la revendication 1 ou 2 caracte- 

rise en ce que la production de Tetrahymena s'effectue 
en fermenteur en utilisant un milieu de culture a base 
de lait ecreme et de levure ou d'extrait de levure. 

4. Produit obtenu par le procede selon l'une 
15 quelconque des revendications 1 a 3. 

5. Produit selon la revendication 4 caracterise 
en ce qu'il est conatitue a raison d'au moins 20% deci- 
de 7-linolenique ou .d'acide dihomo-7-linolenique ou de 
ses derives, eventuellement melange avec 1 a 15% en 

20 poids d'acide oleique et 1 a 10% d'acide cilienique. 

6. Produit selon la revendication 5 caracterise 
en c ? qu-i! contient l'acide 7-linolenique ou l'acide 
dihomo- 7-linolenique sous forme d'acide libre ou sous 
forme d'un derive notamment d'ester, de preference un 

25 ester methylique. 

7. Preparation medicamenteuse ou alimentaire a 
action d'antiagregation plaque^aire ou antithrombotic^ 
caracterisee en ce qu'elle contient comme constltuant 
actif au moins de l'acide y -linolenique ou l'acide 

30 dihomo-7 -linolenique ou ses derives, notamment ses es- 
ters, de preference l'ester methylique. 

8. Preparation medicamenteuse ou alimentaire 
caracterisee en ce qu'elle contient l'acide 
7-linolenique en melange avec de l'acide oleique et/ou 

35 de l'acide cilienique. 

9. Preparation medicamenteuse- ou alimentaire se- 
lon la revendication 7 ou 8 caracterisee en ce qu'elle 
comporte comme adjuvant 1' acetate d' a -tocopherol . 
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lO. Preparation mSdicamenteuse ou alimentaire a action 
d'antiayregotion plaquettaire ou antithrombotique caract§ris€e 
en ce qu'elle contient le produit selon la revendication 4. 



